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(54) Title: PIPETTE 

(54) Bezeichnung: PIPETTE 

(57) Abstract 

The invention relates to a pipette which can be used in laboratory au- 
tomation for a large number of processes for the miniaturization, parallelization 
and simplification of filtering processes. The aim of the invention is to create a 
pipette which filters absorbed liquid, which acts as a reactor for microchemical, 
microbiological or physicochemical reactions and which is particularly suitable 
for laboratory automation and the processing of large numbers of samples in 
the ml - sub ml range. Said aim is achieved by providing the pipette (1) in 
the area of its tip with an integrated means of obturation (3,4) and a filtering 
element (5). 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft eine Pipette, die im Rahmen der Laborautoma- 
tisierung bei zahlreichen Verfahren zur Miniaturisierung, Parallelisierung und 
Vereinfachung von Filtrationsverfahren Verwendung findet. Die Aufgabe 
der Erfindung, eine Pipette zu schaffen, die zugleich eine Filtration der 
aufgenommenen FlUssigkeit bewirkt, welche als Reaktor fur mikrochemis- 
che bzw. mikrobiologische oder physikochemische Umsetzungen Verwendung 
finden kann und die fUr die Laborautomatisierung und die Prozessierung groBer 
Probenzahlen im ml- bis sub-ml-Bereich besonders geeignet ist, wird dadurch 
gelost, daB die Pipette (1) im Pipettenspitzenbereich mit einem integrierten Ver- 
schluBmittel (3, 4) und mit wenigstens einem Filterelement (5) versehen ist. 
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Pipette 
Beschreibung 


5 Die Erfindung betriflt eine Pipette, die im Rahmen der 
Laborautomatisierung bei zahlreichen Verfahren zur Miniaturisierung, 
Parallelisierung und Vereinfachung von Filtrationsverfahren Verwendung 
findet. Sie ist auch zur Anwendung auf dem Gebiet der hochparallelen 
chemischen Synthese bestimmt. 

10 

Eine Pipette ist ublicherweise ein langliches, unten offenes GefaB mit 
einem oben befindlichen Ansatz zur Befestigung eines dosierfahigen 
Volumenverdrangungsmechanismus (Pelausball, Kolbenhub etc.). Die 
Pipette ist meistens nicht fest mit der Dosierhilfe verbunden, sondern 

is zeichnet sich durch die Moglichkeit zum einfachen Wechsel aus. Sie 
dient dem Transferieren und Aliquotieren von Flussigkeiten. 
Charakteristisch fur die Arbeitsweise einer Pipette ist, daB die 
Flussigkeitsbewegung in der Pipette einen Richtungswechsel erfahrt. Ein 
Pipettiervorgang laBt sich somit in drei Schritte zerlegen: bei der 

20 Aufhahme steigt die Fliissigkeit von unten nach oben in die Pipette, es 
erfolgt der Stromungsrichtungswechsel und beim AusstoBen wandert die 
Flussigkeit wieder abwarts und verlaBt die Pipette. Diese Arbeitsweise 
unterscheidet die Pipette von Behaltern fur bewegliche Flussigkeiten, wie 
Schlauchen und Saulen, welche von Flussigkeiten ublicherweise nur in 

25 einer Richtung durchstromt werden. 

Ein Fliissigkeitsfilter hingegen dient der Trennung des Losungsmittels 
von in ihm suspendierten oder gelosten Bestandteilen. Zu praktischen 
Zwecken ist er oft mit einem Behalter mit mindestens einer Ofihung zum 
30 Eintrag der Losung und mindestens einer Ofihung zum Ablauf des 
Losungsmittels fest verbunden. Ublicherweise befindet sich der Filter 
zwischen beiden Offhungen und die Flussigkeit durchstromt den Behalter 
ohne Richtungswechsel. 

35 In den letzten Jahren haben sich die Einsatzgebiete der 
Flussigkeitsfiltration im Laborbetriebs stark ausgeweitet. Die Filtration 
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dient langst nicht mehr nur der Abtrennung von Partikeln sondern im 
zunehmenden MaBe auch der Abtrennung geloster Bestandteile. Im Zuge 
der Laborautomatisierung sind auBerdem zahlreiche Verfahren zur 
Miniaturisierung, Parallelisierung und Vereinfachung der 
Filtrationsverfahren entwickelt worden. 

Ublicherweise befindet sich dabei die zu filtrierende Flussigkeit in einem 
GefaB mit Filterboden, dann werden Zentrimgalkrafte, Vakuum oder 
Druck angelegt, um die Flussigkeit in einer vorgegebenen Richtung an 
der Filterfestphase vorbeizuleiten. Hierbei werden neben den Filtern auch 
Vorrichtungen zum Auffangen der Flussigkeiten benotigt. Bei parallelen 
Anordnungen, wie z.B. im gebrauchlichen 96-Kammer 
Mikrotiterplattenformat, ist auBerdem durch entsprechende 
AuslaBkonstruktion Sorge zu tragen, daB beim Absaugen keine 
Vermischung unterschiedlicher Proben auftritt. 

Zur Durchfuhrung mikrochemischer Reaktionen sind weiterhin relativ 
groBlumige ReaktionsgefaBe bekannt, die aus einem Behalter mit 
mindestens einer Offiiung bestehen, wobei fur Festphasenreaktionen die 
Offhungen mit Filtern oder Fritten abgedeckt sein konnen. Diese dienen 
der Vereinigung mehrerer Stoffe in fester, geloster oder flussiger Form. 
Zum Durchfuhren von Reaktionen mit liquiden Komponenten werden die 
flussigen Substanzen mit Hilfe einer Pipette in das ReaktionsgefaB 
gefullt. 

In den letzten Jahren hat sich eine Entwicklung zur Vereinfachung des 
Laborbetriebs durchgesetzt; sie besteht in der Immobilisierung eines 
Reaktionspartners. Aufwendige Prazipitations- oder Extraktionsarbeiten 
sind damit uberflussig. Das Durchfuhren der Festphasenreaktionen 
erfordert nur noch die Zufuhr von Losungen und anschlieBende 
Filtrations- oder Absaugschritte, um die in Losung verbhebenen 
Reaktionspartner wieder zu entfernen. Das Verfahren ist relativ leicht zu 
automatisieren und eignet sich zur Bewaltigung groBer Probenzahlen im 
ml-Volumenbereich. Es wird heutzutage regelmaBig eingesetzt bei 
biochemischen oder chemischen Umsetzungen wie der Peptidsynthese, 
der Oligonukleotidsyntiiese, der kombinatorischen Chemie, Bioassays 
wie ELISA oder RIA oder physikochemischen Umsetzungen, wie der 
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Chromatographie im "batch"-Verfahren bei dem Ionenaustausch bei der 
DNA-Aufreinigung oder der Festphasenextraktion. 

Dabei werden iiblicherweise die Fliissigkeiten mittels Pipetten dosiert. 
Die Festphasen befinden sich in einem GefaB mit oder ohne Filterboden. 
Aus der Produkt-Information AMS 422 der Firma Abimed (Postfach 11 
11, 40736 Langenfeld) ist ein Einweg-DurchfluBreaktor mit eingelegter 
Fritte bekannt. Dieses System ist aber relativ groBvolumig und nicht fur 
eine Parallelisierung und Automatisierung geeignet. Befindet sich die 
Festphase im GefaB mit Filterboden, werden Zenrrifugalkrafte oder ein 
Vakuum angelegt, urn die Losungen von der Festphase zu trennen. 
Hierbei werden neben den Filtern auch Vorrichtungen zum Auffangen 
der Fliissigkeiten benotigt. Befindet sich die Festphase im GefaB ohne 
Filterboden, werden die Losungen durch Pipettierschritte entfernt, wobei 
dafiir Sorge zu tragen ist, daB die Festphasen nicht in die Pipetten 
gelangen. Diese Problematik fuhrte beispielsweise zu der Entwicklung 
von Perlen mit magnetisierbarem Kern, welche sich durch das Anlegen 
eines Magnetfeldes zur GefaBwandung ziehen lassen und somit weniger 
gefahrdet sind, durch den Pipettierschritt erfaBt zu werden. 

Bekanntlich erlauben hochparallele chemische Synthesen die Darstellung 
von Substanzbibhotheken in vergleichsweise sehr kurzer Zeit. Solche 
Synthesen werden iiblicherweise an einem festen Tragermaterial 
durchgefuhrt. Dies erleichtert die Aufarbeitung der Proben und das 
Verschieben des Reaktionsgleichgewichtes. Das Tragermaterial fur die 
Synthese besteht gemeinhin aus chemisch modifizierten 
Polymerharzkugeln, Polymerharzblocken oder -schichten, oder 
Glasperlen bzw. -platten. 

Zwei Typen von hochparallelen Syntheseverfahren sind zu unterscheiden: 
die Synthese in der Mischung und die Synthese von vereinzelten Proben. 
Mischungsverfahren haben den Nachteil, daB die Information iiber die 
Identitat der Substanzen bzw. deren Syntheseprotokolle verloren geht 
und durch Resynthese und/oder aufwendige biologische Testverfahren 
wieder beschaffi werden muB (Dekon volutions verfahren). 
Einen Ausweg bietet die "mix-and-spht" Synthese an. Hierbei werden 
Substanzbibhotheken mit dem Ziel erzeugt, pro Polymerharzkugel nur 
eine Substanz darzustellen. Die Identitat der Substanz kann abgeleitet 
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werden, wenn geniigend Material fiir eine Analyse erhalten wird. Da die 
aus einer Perle zu gewinnenden Substanzmengen aber oft sehr gering 
sind, bzw. fur den Bioassay benotigt werden, wurden 
Kodierungsverfahren entwickelt; in einer ParaUelsynthese wird dabei die 
5 Reaktionsgeschichte der Perle chemisch auf dem Polymerharz 
festgehalten. 

Demgegemiber stehen Methoden, bei welchen alle Bestandteile des 
Substanzpools in von vornherein raumlich getrennten Bereichen 
synthetisiert werden. Das Festphasentragermaterial wird in einer 
10 vorgegebenen zweidimensionalen Anordnung ("array") vorgelegt; das 
jeweilige Reaktionsprotokoll bzw. die entsprechende Zielstruktur ist 
tiblicherweise durch eine xy-Koordinate definiert. Ein sehr illustratives 
Beispiel wurde von Fodor et al durch den Aufsatz "Light-Directed, 
Spatially Adressable Parallel Chemical Synthesis" Science 251 (1991) pp. 
767-773 veroffentlicht Darin werden mit lichtempfindlichen 
Schutzgruppen beschichtete Glastrager durch photohthographische 
Prozesse in tausend mikroskopisch kleine Substanzfelder aufgeghedert. 
Andere Verfahren benutzen ebenfalls Glasplatten, oder mit Perlen 
gefullte mikrokompartimentierte Siliziumscheiben, "Chips". 
Die Synthese auf mit Polymerharz beschichteten Staben (Pin- 
Technologie, siehe "Use of peptide synthesis to probe viral antigens for 
epitopes to a resolution of a single amino acid" H. M. Geysen et al, Proc. 
Natl Acad Set USA 81 (1984) pp. 3998-4002) hat den Vorteil, mit dem 
weit verbreiteten 96-Kammem-Mj^ kompatibel zu 

sein. Die in der Festphasensynthese bereits erprobten und bekannten 
Tragermaterialien konnen mit der kommerziellen Variante der Pin- 
Technik nicht prozessiert werden. Jedoch sind auch schon Pins 
beschrieben worden, welche mit Glas- oder Polymerperlen gefiillt werden 
konnen ("Diversomers: An approach to nonpeptide, nonoligomeric 
chemical diversity" S. Hobbs De Witt et al, Proc. Natl Acad. Sci. USA 
90 (1993) pp. 6909-6913). In all diesen Fallen wirkt sich fur die 
angestrebte Parallelisierung und Automatisierung der Arbeitsschritte 
ungunstig aus, daB die Pins, Chips oder Rohrchen nur Trager fur die feste 
Phase darstellen; die Fliissigkeitszufuhr ist nicht im System integriert und 
muB separat durch Eintauchen oder Sptilen erfolgen, siehe den 
Ubersichtsartikel "Multiple Peptide Synthesis Methods and Their 
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Applications" G. Jung et al, Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 31 (1992) pp 
367-383, audi in Angew. Chem. 104 (1992) S. 375 ff. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, eine Pipette zu schaffen, die 
zugleich eine Filtration der aufgenommenen Fliissigkeit bewirkt, welche 
als Reaktor fur mikrochemische bzw. mikrobiologische oder 
physikochemische Umsetzungen Verwendung finden kann und die fur 
die Laborautomatisierung und die Prozessierung groBer Probenzahlen im 
ml- bis sub-ml-Bereich besonders geeignet ist. 

GemaB der Erfindung wird diese Aufgabe durch die kennzeichnenden 
Merkmale des ersten Patentanspruchs gelost. Die erfindungsgemaBe 
Pipette ist im Aufhahme- und AuslaBbereich mit einem VerschluBmittel 
und mit wenigstens einem Filterelement versehen. Die vorgeschlagene 
Pipette tragt wesentlich zur Vereinfachung und Beschleunigung oben 
beschriebener Arbeitsablaufe bei. Zentrifugen, AuffanggefaBe, separate 
Filter und gesonderte Pipetten sowie Absaug- oder 
Niederschlagsvorrichtungen und deren Bedienung werden entbehrlich. 
Zudem zeigte sich, daB die zur Verbesserung der Effizienz der Filtration 
fuhrende mehrfache Durchfuhrung derselben an einer entsprechend 
modifizierten Pipette sehr viel einfacher durchzufuhren ist. Die Pipette ist 
besonders geeignet fur die Laborautomatisierung und die Prozessierung 
groBer Probenzahlen im sub-Mililiter-Volumenbereich. 
AuBerdem kann die vorgeschlagene Pipette als ReaktionsgsfaB eingesetzt 
werden. 

Die Pipette besitzt im unteren Bereich, in der Nahe der Pipettenspitze, 
einen oder mehrere Auslasse, denen eine filternde Funktion zugeordnet 
ist. Insbesondere ist innerhalb der Pipette ein in einer Richtung 
offenbares VerschluBmittel vorgesehen, das mit der 
Umfangsinnenwandung der Pipette ein Ventil bildet. 

Es wurde weiterhin gefunden, daB die Vereinigung von Pipette und 
ReaktionsgefaB in einem Element iiberraschenderweise wesentlich zur 
Vereinfachung und Beschleunigung von SyntheseprozeBschritten 
beitragt. Zentrifugen, AufTanggefaBe, Filter und Absaug- oder 
Niederschlagsvorrichtungen und deren Bedienung werden durch die 
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Erfindung entbehrlich. Ein weiterer unerwarteter Vorteil besteht in der 
verkiirzten Reaktionszeit durch die bessere Durchmischung der 
Reaktanden. Bei Einheit von Pipette und ReaktionsgefaB kann die 
fliissige Phase beliebig oft aufgenommen und wieder abgegeben werden, 
die gelosten Reagenzien werden dabei auf besonders effiziente Weise an 
der Festphase vorbeigefiihrt. Die Reaktionen sind dadurch wesentlich 
schneller zum Reaktionsgleichgewicht zu bringen, 

Herkommliche Filiations- oder Absaugverfahren lassen dies nicht zu und 
miissen entweder wesentlich langere Inkubationszeiten in Kauf nehmen 
oder MaBnahmen ergreifen, urn die Festphase im ReaktionsgefaB durch 
Gasstrome, mechanisches Schtitteln oder UltraschaU zu bewegen, bzw. in 
einem Ofen oder Temperierbad oder -block zu erwarmen. 

Die Erfindung umfaBt jede Kombination aus einem VerschluBmittel, 
insbesondere Ventil, und einem Filter in Verbindung mit einer ansonsten 
ubhchen Pipette. Zusatzlich kann diese Baugruppe loshche oder 
suspendierbare Bestandteile enthalten oder der Filter kann mit bio- oder 
chemoreaktiven Oberflachen versehen sein. Die modifizierte Oberflache 
kann Bestandteil der Pipettenspitzeninnenoberflache sein, oder die 
Pipettenspitze kann als Behaltnis fur Polymerharzperlen oder Glaspartikel 
dienen. Weiterhin kann die Pipettenspitze als Halterung fiir 
Glaskapillaren oder GlasgefaBe fungieren, wobei die Reaktion auf 
Festphasenoberflachen in den Glasbehaltnissen stettfindet. Die Erfindung 
umfaBt auch Pipettenspitzen fiir die homogene chemische und 
enyzmatische Synthese, sowie fur Immunoassays. Hierbei befinden sich 
vorgelegte Reagenzien in kovalent gebimdener, adsorbierter oder 
adharierter Form in oder auf der Pipettenspitze. 

Bevorzugt sind handelsubliche Einwegpipettenspitzen fiir Volumina von 
0.01 bis 5 ml, welche mit reaktiven Festphasen in loser oder strukturierter 
Form oder als Block befiillt sind und einen Filter besitzen, urn den 
Austausch von Fliissigkeiten zu gewahren und dabei die Festphasen 
zuriickzuhalten. 

Besonders bevorzugt ist eine Pipettenspitze aus Polypropylen mit einem 
Volumen von 0.001 bis 10 ml, welche im Falle des Einsatzes als Reaktor 
mit Syntheseharz gefullt ist, und deren untere Of&ung mit einer Kugel 
verschlieBbar ist. Bevorzugt ist die Pipettenseitenwand oberhalb des 
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VerschluBmittels mit Perforationsbohrungen von 0.1 mm Durchmesser 
versehen. Die Perforationen erlauben den filternden Austritt der 
Fliissigkeit Auch kann die Kugel magnetisierbar ausgebildet sein, urn sie 
bei Bedarf von aufien magnetisch anzuheben, urn im Falle des Einsatzes 
5 als Reaktor das Entfemen des Syntheseharzes aus der Spitze oder den 
Eintrag von Syntheseperlen in die Spitze zu ermoglichen. 
Die erfindungsgemaBe Pipette kann beispielsweise so verwendet werden, 
daB die Pipettenspitze mit auf einem suspendierbaren Trager 
immobilisierten, chemisch oder biologisch aktiven Molekulen oder 

10 Gruppen beladen wird. Diese modifizierte Pipettenspitze wird 
anschlieBend - durch bevorzugt automatische Manipulation - mit 
Losungsmitteki oder Waschreagenzien gefullt. Dabei finden in den 
Pipettenspitzen chemische Synthesen oder biologische 
Wechselwirkungen statt. 

15 Eine manuelle Synthese eines Dipeptids wird beispielhaft durchgefiihrt. 
Hierzu wird eine Kapillare (2 ml Volumen, EM) mit 80 Perlen eines mit 
einer Aminosaure und einem saurelabilen Linker beladenen 
Polystyrolharzes (Fmoc-Ala-HMPB, Novabiochem) befullt und in eine 
Pipettenspitze eingesteckt. Die Kapillare wird mit Hilfe einer 

20 automatischen Pipette funfmal mit 20% Piperidin/DMF und funfmal mit 
einer Losung von Fmoc-Phe-OH (0.25 M), HBTU (0.25 M), HOBt (0.25 
M), DIEA (0.5 M) in DMF und dreimal mit DMF gespult. Die Perlen 
werden in 0.25 ml 5% TFA/DCM uberfiihrt und nach 15 min abfiltriert. 
Das Filtrat wird eingedampft und in 0.1 ml Acetonitril/0.1% TFA 

25 aufgenommen. 20 ml werden mittels HPLC (RP 18 Saule, linearer 
Gradient von 5 auf 95% AcetonitrilAVasser in 35 min 9 UV-Detektion bei 
220 nm) analysiert. Eine Peakidentifikation geschieht durch Vergleich mit 
Referenzsubstanzen. Das HPL-Chromatogramm zeigt das Produkt Fmoc- 
Phe-Ala-OH (Retentionszeit tR 23.088 min) in hoher Reinheit und guter 

30 Ausbeute. 

Eine automatisierte Synthese wird beispielsweise an Hand des 
Dodecapeptids H-Gly-Asp-Phe-Glu-Glu»Ile-Pro-Glu-Glu-Tyr- Leu-Gln- 
OH durchgefiihrt. Zehn perforierte und mit Kugelventilen versehene 
Pipettenspitzen wurden mit je 2 mg Syntheseharz Fmoc-Gln(Trt)- 
35 SASRIN (Bachem, Heidelberg) befullt. Die Spitzen werden auf einen 
Pipettierroboter (Tomtec Quadra, Zinsser Analytic, Frankfurt) gesteckt 
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und durch Aufsaugen, Inkubieren und Abgeben von in 
MikrotiterplattengefaBe vorgelegten Reagenzien elf Synthesezyklen 
unterzogen. Dabei besteht ein Synthesezyklus aus folgenden Schritten: 

1 x je 2.3 min Inkubation mit 0.05 ml Dichlonnethan, 

2 x je 2.3 min Inkubation mit 0.05 ml Dimethylformamid (DMF) , 

4 x je 2 min Inkubation mit 0.05 ml 20%igem Piperidin/(DMF) aus einem 

GefaB mit insgesamt 0.15 ml Reagenzlosung, 

1 x je 2 min Inkubation mit 0.05 ml Dichlonnethan, 

3 x je 2 min Inkubation mit 0.05 ml DMF, 

6 x je 2.25 min Inkubation mit 0.05 ml 0.5 M Fmoc-Aminosaure-OPfp 
Ester, 1 M Hydroxybenzotriazol (HOBt), 1M Diisopropylethylamin 
(DIEA) aus einem GefaB mit insgesamt 0.17 ml Reagenzlosung, 

1 x je 2.3 min Inkubation mit 0.05 ml DMF, 

2 x je 2.3 min Inkubation mit 0.05 ml Acetanhydrid/DIEA/HOBt, 
1 x je 2.3 min Inkubation mit 0.05 ml Dichlormethan. 

Die aus den Pipettenspitzen erhaltenen Produkte werden mit 
Trifluoressigsaure/Wasser vom Syntheseharz abgespalten, entschutzt und 
durch Etherprazipitation isohert. Die Analytik dieser Produkte mit 
Hochdmckflussigkeitschromatographie (HPLC) zeigt Reinheiten von 
iiber 95%; ihre Analytik mittels Massenspektrometrie bestatigt die 
Richtigkeit der Strukturen. Unterschiede zwischen den Produkten aus den 
verschiedenen Pipettenspitzen wurden nicht festgestellt. Die Qualitat der 
Substanzen ist von gleicher Gute wie die einer kommerziell erhaltlichen, 
HPLC-gereinigten Referenzsubstanz (Hirudin 54-65 desulfated, Bachem, 
Heidelberg). 

Die Verwendung der vorgeschlagenen Pipette als Synthesereaktor wurde 
vorstehend besonders ausfuhrlich beschrieben, beschrankt die Erfindung 
jedoch nicht darauf. Wesenthch fur alle Einsatzfalle ist, daB die Pipette 
im Aumahme- und AuslaBbereich mit einem VerschluBmittel und mit 
wenigstens einem Filterelement versehen ist. 

Die Erfindung wird nachstehend an Hand der schematischen 
Zeichnungen von zwGlf Ausfuhrungsbeispielen naher erlautert. Es 
zeigen: 
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Fig. 1 bis 8 acht unterschiedliche Ausfuhrungsformen der 

vorgeschlagenen Pipette und die 
Fig. 9 bis 12 vier verschiedene Ausfuhrungen der Pipette im Falle 

der Verwendung als Synthesereaktor. 

In Figur 1 ist eine Pipette 1 dargestellt, die einen Ansatz 2 fur eine nicht 
dargestellte Dosierhilfe aufweist. Zur Flussigkeitsaumahme wird die 
Pipettenspitze 11 in ein entsprechendes Behaltnis getaucht und durch 
Betatigung der Dosierhilfe wird die Flussigkeit in die Pipette gesaugt. In 
Figur 1 ist die Pipette 1 mit einer Kugel 3, die mit einem ringformigen 
Sitz 4 ein Kugelventil bildet, versehen. Beim Ansaugen der Flussigkeit 
offiiet sich das Kugelventil, wohingegen bei Druckbeaufschlagung der 
Dosierhilfe sich das Ventil schliefit. Im Fall von Figur 1 ist die Kugel 3 
poros ausgebildet, so daB sie beim Auspressen der in der Pipette 1 
befindlichen Flussigkeit gleichzeitig als Filter wirkt. 

Die Ausfuhrung nach Figur 2 entspricht im wesenthchen der nach Fig. 1, 
wobei hier die Kugel 3 nicht poros ausgebildet ist und z.B. auf Glas oder 
Metall ausgefuhrt sein kann, wohingegen jedoch der Sitz 4 poros 
ausgebildet ist und somit die Fttterfunktion beim Auspressen der 
Flussigkeit ubernimmt. 

Figur 3 entspricht einer Kombination der Ausfuhrungen nach den Figuren 
1 und 2, wobei sowohl die Kugel 3 als auch der Sitz 4 poros ausgebildet 
sind. 

In Figur 4 ist statt einer Kugel ein stabformiges Ventilelement 31 
vorgesehen, das als Filter ausgebildet ist und von einem Anschlag 32 
erfaBt auf dem Sitz 4 ruht. 

In den Figuren 4 bis 8 sind, ohne die Erfindung darauf zu beschranken, 
jeweils die Kugel 3 und der Sitz 4 nicht poros ausgebildet, wodurch sie 
die reine Ventilfunktion ubernehmen. Im Gegensatz zu den Figuren 1 bis 
4 wird in Figur 5 ein Teilbereich 5 der Pipettenwandung oberhalb des 
Kugelventils mit einer Perforation in Form kleiner Bohrungen oder 
SchUtze 51 versehen. Dadurch wird die Flussigkeit gezwungen bei 


WO 98/16312 


- 10- 


PCT/EP97/05696 


Druckbeaufschlagung der Dosierhilfe tiber die Peiforationen 51 des 
Teilbereichs 5 auszutreten, so daB ausschlieBlich dieser Teilbereich als 
Filter fur die Probenflussigkeit wirkt. 

Figur 6 entspricht im wesentlichen einer Ausfiihrung nach Figur 5, wobei 
hier jedoch auch die Pipettenspitze 11 in einem Bereich 6 mit einer 
Perforation in Form kleiner Bonrungen oder Schlitze versehen und das 
Pipettenende 12 verschlossen ist. Dadurch findet bereits bei der 
Aufhahme der Fliissigkeitsprobe eine Vorfiltration start. Bevorzugt sind 
die Perforationen im Bereich 6 grober ausgefuhrt als im Bereich 5. 

Figur 7 entspricht einer Ausfiihrung nach Fig. 5, wobei hier der untere 
Umfangsbereich 5 der Pipette 1 von auBen mit einem weiteren 
Filterelement 71 versehen ist. Zugleich kann dieses Filterelement 71 
Trager fur Reaktionspartner der Probenflussigkeit sein. Auf diese Weise 
kann durch mehrfaches Aufhehmen und AusstoBen der Probenflussigkeit 
sowohl die Effizienz der Reaktion als auch der Filtration erreicht werden. 

Figur 8 entspricht einer Ausfiihrung nach Fig. 7, wobei hier lediglich die 
Anbringung weiterer Filterelemente 72 angedeutet ist. Durch eine 
Verringerung der Porositat der Filterelemente 5, 71, 72 in Richtung nach 
auBen wird einem vorzeitigen Verstopfen der gesamten Filterstrecke 
entgegengewirkt. 

In Figur 9 ist die Verwendung der erfindungsgemaBen Pipette 1 als 
Reaktor dargestellt. In diesem Beispiel ist die Kugel 3 bevorzugt aus 
einem magnetisierbaren Material gefertigt, wodurch ein Anheben der 
Kugel von auBen, und damit eine zeitweise AuBerkraftsetzung der 
Ventilwirkung ermoglicht wird. Oberhalb der Kugel 3 ist ein reaktiver 
Trager 8 in Perlenform eingebracht, wobei die Fullstandshehe dieser 
Perlen bevorzugt so bemessen ist, daB alle Offdungen 51 erfaBt werden. 
Die Ofmungen 51 dienen dem Austausch und der Filtration der 
Flussigkeit. Zum Aumehmen oder Entfernen der Perlen (Partikel) 8 aus 
der Spitze der Pipette kann das Kugelventil in der beschriebenen Weise 
in eine geofBiete Stellung gebracht werden. 
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Figur 10 stellte eine weitere Ausfuhrungsform der Pipette 1 dar, bei der 
aber der Pipettenaustritt, das untere, verengte Ende 13, verschlossen 
ausgefuhrt ist. Bei dieser Ausfiihrungsform sind wieder loch- oder 
schlitzartige Ofrhungen 51 und ein reaktiver Trager 8 in Perlenform, 
jedoch ist kein Kugelventil vorgesehen. Die Probenfliissigkeit wird hier 
entweder tiber das offene Pipettenende eingefullt oder durch die 
Ofxhungen 51 der Perforationsflache 5 langsam eingesaugt, wodurch 
diese bereits bei der Aufhahme filternd wirkt. 

In Figur 1 1 ist eine Pipette 1 am ein- bzw. auslafiseitigen Ende mit einer 
Fritte oder einem Filter 73 versehen, der/dem eine entsprechend reaktive 
Oberflache gegeben ist, so daB der gesonderte reaktive Trager in 
Perlenform entfallen kann. Die Fritte oder der Filter 73 enthalt die 
Oflhungen fur den Fliissigkeitsaustausch. 

Figur 12 stellt eine weitere Ausfuhrungsform dar, bei der das ein- bzw. 
auslaBseitige Pipettenende zwar ebenfalls mit einer Fritte oder einem 
Filter 73 verschlossen, der reaktive Trager 8 jedoch wiederum in 
Perlenform in die Pipette 1 eingebracht ist. Das hat den Vorteil, das der 
reaktive Trager 8 im Bedarfsfall leichter auswechselbar ist. 

Unter den Rahmen der Erfindung fallen alle weiteren denkbaren 
Bauformen, bei denen der Filter Bestandteil der Pipettenwandung 
und/oder des Ventils sein kann. Es konnen mehrere Filter gleicher oder 
unterschiedlicher Beschaffenheit in eine Pipette integriert sein. Im 
Inneren der Pipette zwischen Ventil und Filter konnen losliche oder 
suspendierbare Bestandteile vorliegen. Die Ventilausfuhrungen konnen 
vielfaltig beschaffen sein unter der Bedingung, daB der Flussigkeitsstrom 
von unten nach oben die Befullung der Pipette ermOglicht und der 
Austritt der Flussigkeit auf dem gleichen Wege verhindert oder erschwert 
wird. 
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Patentanspriiche 


1 . Pipette, die einen Dosieransatz (2) aufweist, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Pipette (1) im Pipettenspitzenbereich mit einem integrierten 
VerschluBmittel (3, 4; 32; 13; 73) uiid mit wenigstens einem 
Filterelement (3; 4; 31; 5; 6; 71; 72; 73) versehen ist. 

2. Pipette nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das 
VerschluBmittel durch ein Ventil, insbesondere ein Kugelventil 
bestehend aus einer Kugel (3) und einem Sitz (4) gebildet ist. 

3. Pipette nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Kugel (3) und/oder der Sitz (4) poros ausgebildet sind und ihnen die 
Funktion des Filterelements zugewiesen ist. 

4. Pipette nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Pipette (1) in ihrem unteren Umfangsbereich (5) mit loch- bzw. 
schlitzformigen Offiiungen (51) versehen ist, denen die Funktion eines 
Filterelements zugewiesen ist, wobei die Kugel (3) und der Sitz (4) 
unporos ausgebildet sind. 

5. Pipette nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB die Pipette (1) 
in ihrem unteren, mit loch- bzw. schlitzformigen Offhungen (51) 
versehenen Umfangsbereich (5) auBerlich von wenigstens einem 
weiteren Filterelement (71, 72) umfaBt ist. 

6. Pipette nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Pipette (1) 
an der Pipettenspitze (12) verschlossen ist. 

7. Pipette nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Pipettenspitze in einem Bereich (6) zwischen dem Sitz (4) und dem 
VerschluB (12) mit einer Perforation versehen ist. 


8. Pipette nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Pipette (1) 
im verengten Spitzenbereich (13) verschlossen ist. 
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9. Pipette nach Ansprach 8, dadurch gekennzeichnet, daB die Pipette (1) 
im verengten Spitzenbereich mit einer Fritte oder einem Filter (73) 
versehen ist. 

10. Pipette nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das 
VerschluBmittel durch ein stabformiges, poroses Ventilelement (31), 
welches von einem Anschlag (32) aufgenommen ist, gebildet ist, wobei 
dem Ventilelement (31) zugleich die Filterfunktion zugewiesen ist. 

1 1 . Pipette nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, daB in der Pipette (1) in der Nahe ihres unteren, 
verengten Endes ein reaktiver Trager vorgesehen ist. 

12. Pipette nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daB der reaktive 
Trager mit mindestens einem immobilisierten Reaktionspartner 
versehen ist. 

13. Pipette nach Anspruch 11 und 12, dadurch gekennzeichnet, daB der 
reaktive Trager in Form von Partikeln (8) ausgebildet ist. 

14. Pipette nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, daB die Partikel 
(8) den Bereich (5) mit den loch- oder schlitzformigen Offhungen (51) 
einnehmen. 

15. Pipette nach Anspruch 11 und 12, dadurch gekennzeichnet, daB der 
reaktive Trager in die Fritte oder einen Filter (73) oder in ein weiteres 
Filterelement (71, 72) eingebracht ist. 

16. Pipette nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB die Kugel (3) 
magnetisierbar ausgebildet ist. 

17. Reaktor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Pipette (1) 
aus Polypropylen oder Polyethylen besteht. 

18. Reaktor nach Anspruch 1 oder 17, dadurch gekennzeichnet, daB das 
Volumen der Pipette 0,001 bis 10 ml umfaBt. 
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